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Introduction 
インフルエンザ菌は、グラム陰性桿菌であり中耳や鼻腔に常在し、中耳炎や副鼻腔炎など
の非侵襲性感染症、あるいは敗血症や髄膜炎といった侵襲性感染症の原因となることが知
られている。特に、その莢膜にＢ型の抗原を有する Hib は、乳幼児における重篤な侵襲性
感染症を引き起こしてきたが、Hib ワクチンの開発とその浸透によりその症例数は劇的に減
少した。一方で、無莢膜型のインフルエンザ菌(NTHi)は、Hib の陰に隠れて侵襲性を持た
ないと考えられていたことから、主に非侵襲性感染症の原因であると考えられてきたが、
近年、NTHi が原因である侵襲性感染症の報告が増加して問題になっている。NTHi には
Hib ワクチンの効果がないことから、その蔓延が危惧されており、NTHi の侵襲性、病原性
などの表現型獲得の機序を解明することが望まれている。我々は、NTHi におけるこれら表
現型の獲得機序を解明するために、ゲノム解析を行ってきた。 
現在の全ゲノム解析の主流は、Illumina 社が提供する Hiseq や Miseq などの 100-250bp
の short read を読み、reference 配列にマッピングすることで配列を決定する。マッピング
をベースとすることから、配列の決定が reference 配列に依存してしまい、新規配列や特異
的な配列などを決定することが極めて難しい。その一方で、Pacific bioscience 社が提供す
る PacBio RS Ⅱは、数十 kb を超えるような long read を読み、de novo assembly により
配列を決定する。この方法では、reference 配列に依存しないため、新規配列や特異的な配
列の決定も可能である。PacBio RS II を用いて高精度に決定した配列を用いたゲノム解析
により、表現型とゲノム配列との新たな関連を探索することが可能になる。 
日本国内で確認された NTHi による侵襲性感染症について、PacBio RS Ⅱによる高精度な
全ゲノム配列解析を決定し、それによって、表現型の獲得機序の解明を進めていく中で、
生物型と関連する遺伝子において、変異が集積していることが確認された。生物型は、伝
統的な分類方法であり、インフルエンザ菌においては、urease activity、ornithine 
decarboxylase activity、indole production の 3 種類の酵素活性の有無によって、Ⅰ-Ⅷの 8
種類に分類される。それぞれの酵素活性は、ureA、ureB、ureC、ureD、ureE、ureF、
ureG(urease activity)、speF(ornithine decarboxylase activity)、tnaA(indole production)
の遺伝子と関連することが知られている。しかし、活性の有無がこれらの遺伝子のどのよ
うな変異によって引き起こされているのかについては明らかになっていなかった。したが
って、高精度な全ゲノム配列を比較することによって、生物型の多様性の原因となる変異
を特定する。 
本稿では、日本国内で収集された NTHi20 株について、高精度に全ゲノム配列を決定し、
その配列から同定された変異によって、インフルエンザ菌の生物型の多様性がどのような
遺伝子変異によって生み出されているのかについて検討する。 
 
Materials and Methods 
2008 年から 2015 年に、凍結バンクしてきた日本国内で菌血症、肺炎、副鼻腔炎及び中耳
炎を発症した 0 歳から 14 歳の患者の血液または髄液から分離したインフルエンザ菌 20 株
について、培養後に DNA を精製した。生物型を決定するために、urease activity、ornithine 
decarboxylase、indole activity それぞれについて呈色反応によって活性の有無を判定した。
抽出した 20 株の全ゲノム DNA は、Pacbio RS II(Pacific Biosciences 社)にて全ゲノムシー
ケンスを得た。なお、培養中に変異が獲得される可能性を懸念して、一株を取り出して 2
度の継代培養を行い、それぞれ全ゲノム配列を決定し、その塩基配列の一致率について試
験を実施した。 
全ゲノムシーケンスを HGAP.2 パイプラインで de novo assembly し、全ゲノム配列を決定
した。本手法により決定した 20 株は、NCBI でステータスが complete genome として公開
されている 13 株を reference 配列として加え、総当たりの配列比較を行い、全変異を検出
した。配列比較には BLAST を利用し、E-value<10-10の条件で aligngment された部分配
列を reference 配列と一致した部分配列と定義し、その関係から変異をそれぞれ検出した。
また、変異が特定の遺伝子に集中することによる遺伝子配列の変化を特定するために、遺
伝子配列の相同性についても解析を行った。NCBI によりインフルエンザ菌の全ゲノム配列
を取得後、各株でこれらの遺伝子配列と相同性を有する領域を保持するかを調査した。相
同性は、BLAST により、E-value<10-10 で、かつ、相同領域としてマッチした配列長が、
遺伝子領域の 90%を超えていた場合に遺伝子が存在するものとして定義した。また、アミ
ノ酸に変換して、各遺伝子のアミノ酸配列と一致しないことでも確認を行った。 
生物型の確定診断を得るために、関連する遺伝子とその周辺に存在する変異の関係をまと
めた。20 株それぞれの関連する遺伝子の周辺において、全ゲノム配列から同定した変異が
どのように含まれているかを確認した。対象とした遺伝子は、生物型に関連する、urease 
activity を規定する ureA、ureB、ureC、ureD、ureE、ureF、ureG、ureH、ornithine 
decarboxylase activity を規定する speF 及び indole production を規定する tnaA である。
20 株それぞれに含まれる変異の状態と、呈色反応から決定された生物型とを比較した。 
生物型と関連する遺伝子配列の有無によって、今回決定した 20 株のクラスタリングを行っ
た。それぞれの株で遺伝子が存在していれば 0、存在していなければ 1 とコーディングして
株ごとのベクトルを定義し、ユークリッド距離をベクトル間の距離として用いて、R の
hclust 関数によってクラスタリングを実施した。 
 
Results 
対象となるインフルエンザ菌 20 株について、呈色反応によって生物型を判別した結果、生
物型の II 型と III 型が 8 株ずつを占めており、IV 型が 1 株と V 型が 3 株であった。 
収集したインフルエンザ菌 20 株について、Pacbio RS II によりシーケンスし、HGAP.2 に
よる de novo assembly を用いて全ゲノム配列を決定し、その配列長及び、depth と QV の
95%信頼区間を示した。配列長は 1.79～1.98Mb であり、depth は 110～350 であり、すべ
ての株において QV は 48 を超えていた。20 株すべてにおいて、contig が一本に決まり、
それぞれの両端約 10Mbp に相同性があったので、その領域はインフルエンザ菌が環状ゲノ
ムであることに由来すると判断して、一端をトリミングした。決定した 20 株の全ゲノム配
列と公開株 13 株の配列との相同性を総当たりで比較したところ、71～90%の配列の一致率
が得られた。 
培養がゲノム配列に及ぼす影響を確認するために、同一株(N-III-1)の継代培養前後で全ゲノ
ム配列を比較したところ、99.999%を超える一致率が得られた。継代培養前後において、12
か所に 7bp 以下のリピート配列のリピート回数の相違が存在したため、その配列長には
37bp の差が生じていた。 
全ゲノムを決定した 20 株の配列について、公開株 13 株との配列を総当たりで比較して、
20 株それぞれが有する変異数が得られた。また、公開株 13 株の遺伝子配列について、配列
が共通する遺伝子同士を同一の遺伝子としてまとめたところ、現在 NCBI で complete 
genome として公開されている既知の遺伝子として 1960 遺伝子存在することが明らかにな
った。502 遺伝子では、少なくとも 1 株で遺伝子配列が存在していないことが分かった。 
遺伝子配列による確定診断を実現するために、生物型に関係する遺伝子に注目した。生物
型と関係する ureA、ureB、ureC、ureD、ureE、ureF、ureG、ureH、speF、tnaA 遺伝
子の周辺に含まれる変異を確認したところ、生物型に応じて活性の無いそれぞれの酵素に
対応した遺伝子配列が存在しないことが示された。今回収集した 20 株は、II、III、IV、V
の 4 種類であることがゲノム配列から示された。この結果は酵素活性の呈色反応による分
類結果と矛盾せず、この 20 株についての呈色反応による生物型と完全一致した。 
生物型と関連する遺伝子を用いて、今回決定した 20 株についてクラスタリングを行い、結
果を樹状図に示した。呈色反応による判定と遺伝子配列による分類が一致した。クラスタ
リングの各々の分岐には、酵素活性の有無が対応することが明らかになった。 
 
Discussion 
侵襲性を有する NTHi について、全ゲノム配列を決定した。PacBio RS II による long read
とそれを用いた de novo assembly により、20 株それぞれが環状で単一の contig として、
高精度に配列を決定できた。全ゲノム配列からインフルエンザ菌各株の特徴を分析できる
基盤体制が確立できたことは、変化の激しい病原性微生物全体においても、その侵襲性、
病原性、毒性などを速やかに把握し、医療的処置を講じるためにも極めて重要なことにな
る。これらの配列を NCBI で公開されている complete genome と比較することで、
SNV(Short Nucleotide Variants)やリピート変異及び構造変異を同定した。これらの変異と
NTHi の示す表現型との関係を検証することが最終目標であったが、今回収集した 20 株は、
すべて血液や髄液から分離培養された侵襲性のある株であり、また、莢膜を持たない NTHi
であったため、これらについて変異との関連は検討できなかった。その中で、生物型につ
いては、Ⅱ(8 株)、Ⅲ(8 株)、Ⅳ(1 株)、Ⅴ(3 株)と多様性が確保されていることが明らかにな
ったので、生物型と変異との関連について検討した。 
通常は、生物型は酵素活性の有無で調査されている。これらの確定法は菌株の特性を知る
上で重要だが、これらの陰性／陽性の決定は、部分配列の異なる変異なのか遺伝子の欠損
なのかのゲノム情報はなく、逆に、全ゲノム配列決定から生物型を特定した報告はない。
また、酵素活性は重要なモチーフの変化で活性を失うが、ゲノム上で生じている詳細は不
明である。本稿の結果より、関連する遺伝子全体に亘る完全な欠失と生物型が関連してい
ることが明らかになった。そして、遺伝子の有無によるクラスタリングの結果、遺伝子の
有無と生物型の分類が完全に一致することが示された。さらに、クラスタの分岐が酵素活
性の有無と一致していることが明らかになった。したがって、酵素活性と関係する遺伝子
の完全な欠失によって、生物型の多様性が生み出されていることが示された。つまり、今
回解析した配列でみる限り、生物型の特定は関連する 10 遺伝子の完全欠損の有無によって
特定でき、確定診断できることになる。 
これらの 10 遺伝子以外にも、生物型との関連を示す遺伝子が存在するかどうかについて検
討するために、生物型と全ゲノムにおける遺伝子配列の有無について関連解析を実施した。
ボンフェローニの補正を考慮して評価したところ、すでに分かっている酵素活性と関係す
る遺伝子群と、それらと置換の対象となる遺伝子及びそれらと完全連鎖する遺伝子が有意
な関連を示し、それ以外に関連を示す遺伝子は存在しないことが明らかとなった。これら
の遺伝子が生物型の多様性の原因であることの傍証となっている。 
今回収集した株においては、全般的な表現型と変異との関連については示せなかった。し
かし、インフルエンザ菌の全ゲノム配列を PacBio RS II によって高精度に決定できること
を示し、その変異を同定した上で、生物型の多様性の原因となる遺伝子変異を示した。こ
れによって、全ゲノム配列を決定して表現型との関連の解析が可能であることを具体的に
示した。今後は、今回確立した基盤技術を用いて、より多様な表現型についてより多くの
株を収集していくことによって、侵襲性のある NTHi の表現型獲得の機序を始めとして、
病原性微生物の表現型とそのゲノム構造との関連について解析を進めることが可能になる
ことが期待される。 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
